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培養ヒト皮膚微小』血管内皮細胞のケモカインと接着分子の発現に及ぼす
神経伝達物質とTNF一αの影響
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【要旨】アトピー性皮膚炎や尋常性乾癬では、皮膚病変が精神的なストレスや痒みにより増悪することが知
られている。また、これらの疾患の病態形成に真皮乳頭層に存在する微小血管内皮細胞が重要な役割を担っ
ていることも示唆されている。その背景として、末梢神経線維から放出される種々の神経伝達物質が血管内
皮細胞に作用して炎症を惹起させることが想定される。そこで、この仮説を明らかにする目的で、培養した
正常ヒト皮膚微小血管内皮細胞（normal　human　dermal　microvascular　endothelial　cells（HDMEC）に、神経
伝達物質であるsubstance　P（SP）、　noradrenaline（NA）、　calcitonin　gene－related　peptide（CGRP）や代表的な
炎症性サイトカインであるtumor　necrosis　factor（TNF）一αを添加して、産生されるinterleukin　（IL）一8，
monocyte　chemotactic　protein（MCP）一1，regulated　upon　activation，　normal　T　expressed　and　s㏄reted（RANTES）
などのケモカインや、内皮細胞に発現するvascular　cell　adhesion　molecule（VCAM）一1，　intercellular　adhesion
molecule（ICAM）一1などの接着分子の発現量を比較検討した。その結果、500　U／ml　TNF一α刺激においての
みELISAとRT－PCRにおいてlL－8，　MCP－1，　RANTESの発現量が増加した。しかし、　SP，　NA，　CGRPなど
の神経伝達物質では発現量の増加は認められなかった。flow　cytometryによる接着分子の解析では、10－4M　SP
と500U／ml　TNF一α刺激においてVCAM－1とICAM－1の発現量の増加が認められたが、　NAとCGRP刺激
では発現量の変化は認められなかった。以上の結果から、神経伝達物質の中では、SPがヒト微小血管内皮細
胞に作用し、皮膚局所の炎症反応に関与している可能性が示唆された。
はじめに
　血管内皮細胞は、血管内腔を構築して血液を通過さ
せるだけでなく、身体局所に炎症が生じた際、その場
所から産生される種々の刺激に反応してケモカイン
や接着分子を発現させ、特異的細胞を炎症局所に遊走
させるのに重要な役割をはたしている。局所刺激物質
の代表としては、炎症性サイトカインであるinterleu－
kin（IL）一l　aやtumor　necrosis　factor（TNF）一αがあげ
られる。特にTNF一αは、細菌や真菌などの感染症、熱
傷や放射線などによる組織損傷、癌細胞などによって
産生され、さらに炎症性細胞であるマクロファージ、
好中球、好酸球、リンパ球や表皮を構成するケラチノ
サイトによっても産生される。また標的となる細胞も
血管内皮細胞以外に腫瘍細胞、ウイルス感染細胞、T
リンパ球、Bリンパ球など多様である。
　皮膚に存在し、かつ血管内皮細胞を刺激する物質と
して注目されているものにnoradrenaline（NA）、
adrenalineなどの神経伝達物質と、それに含まれる
substance　P（SP）．　calcitonin　gene－related　peptide
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（CGRP）、　vasoactive　intestinal　peptide（VIP）などの神
経ペプチドがある1）。神経伝達物質が血管に作用する
ことによって皮膚の炎症に関わることを神経原性炎
症と呼び2）、アトピー性皮膚炎や尋常性乾癬などの皮
膚症状が、精神的なストレスにより増悪することが経
験的に知られている。これはストレスにより神経系が
活性化され、分泌された神経伝達物質が炎症に関与し
たと推測できる。皮膚には末梢神経の分布に伴い、
NA、　adrenalineや神経ペプチドが存在し、局所におい
て多彩な生理活性を有している1）。生体のストレス応
答時には、視床下部を中枢とする交感神経系が興奮
し、副腎髄質、胸腺、脾臓、リンパ節などの免疫器官
に分布する交感神経末端からNA、　adrenalineが分泌
され、血中および交感神経末端局所でのNA濃度が上
昇して、生体の恒常性が保たれていると考えられる1）。
脾臓において、生理的濃度のNAがTh　l細胞のIFN一
γ産生を抑制し、Th2細胞のIL－4産生を促進してTh2
優位に調整しているとの報告がある3）。さらにLanger－
hans細胞に対し、adrenaline及びNAがβ受容体を介
し、IL－10とIL－1βの産生を促進させ、逆にTNF一αの
産生を抑制することも報告されている4）。
　ヒトの正常皮膚において神経ペプチドは、真皮や表
皮内の自由神経終末のほか、血管、毛嚢、汗腺、平滑
筋などに存在する知覚神経や自律神経に伴い広範囲
に分布している1）。神経ペプチドを含有する神経線維
がアトピー性皮膚炎で増加していることが免疫組織
学的に示されている5・6）。また、アトピー性皮膚炎患者
において、病変部位における神経分布の増加や神経ペ
プチドの発現異常がシクロスポリン投与により正常
皮膚と同程度にまで改善したとの報告もある7）。さら
に神経ペプチドがTh　l、　Th2系のサイトカイン分布に
影響を与えることや、CGRPがLangerhans細胞の抗
原提示能を抑制することが報告されている4）。
　今回我々は、精神的ストレスによって悪化するアト
ピー性皮膚炎や尋常性乾癬等の皮膚疾患をより理解
するために、神経伝達物質（NA，　SP，　CGRP）や代表
的な炎症性サイトカインであるTNF一αを刺激物質と
して、また皮膚微小血管内皮細胞を応答細胞として、
細胞から産生されるケモカインであるinterleukin
（IL）一8，　monocyte　chemotactic　protein　（MCP）一1　，　regulat－
ed　upon　activation，　normal　T　expressed　and　secreted
（RANTES）や接着分子であるvascular　cell　adhesion
molecule　（VCAM）一1，　intercellular　adhesion　molecule
（ICAM）一1の発現を調べ、神経原性炎症における血管
内皮細胞の役割を検討した。
材料および方法
　L　ヒト皮膚微小血管内皮細胞の培養
　正常ヒト皮膚微小血管内皮細胞〔normal　human
dermal　microvascular　endothelial　cells　（HDMEC）；　Cell
Systems，　Kirkland，　WA〕は、室温で20分間Type　I
collagen（Cell　Systems，　Kirkland，　WA）でコーティン
グした175cm2培養フラスコ（Nalge　Nunc，　Rochestor，
NY）に、　CS－C　Medium　Kit（D－MEM培地とハムF12
培地の1：1混合培地、10％FBS，　acidic－FGF，ヘパリ
ン；Cell　Systems，　Kirkland，　WA）を用いて37℃、5％
CO2の条件下で培養した。培地は隔日交換した。セミ
コンフルエントの状態に達した段階で、05％トリプシ
ン＋02％EDTA（Gibco　BRL，　Rockville，　MD）を含む
phosphate　buffered　saline（PBS）で細胞を剥離させ、1：
3もしくは1：4の割合で分割継代した。実験には8代
までの培養細胞を用いた。なお、用いた細胞はCell
SystemsによりDil－Ac－LDL結合性や第8因子抗原の
発現から血管内皮細胞であることが確認されている。
　2．各種神経伝達物質およびTNF一α刺激によるケ
　　　モカインの測定
　Type　I　collagenでコーティングした25cm2培養フ
ラスコに1×105個／mlに調整したHDMECを3ml
ずつ分注後4日間培養した。神経伝達物質のノルアド
レナリン（NA：第一製薬、東京）、神経ペプチドの
substance　P　（SP：Peptide　Institute，　Osaka）　とcal－
citonin　gene－related　peptide　（CGRP：　Peoenix，　Moun－
tain　View，　CA）およびtumor　necrosis　factor一α（TNF一
α：Pepro　Tech　EC，　London）をそれぞれ10ng／ml、
10－4M、10“6M、500　U／ml添加し、37℃、5％CO2の条
件下で培養した。8、16、24時間後の培養上清を回収し、
enzyme－linked　immunosorbent　assay　method　（ELISA）
キットにてIL－8（Amersham　Life，　UK）、　MCP－1（Amer－
sham）、　RANTES（Amersham）を測定した。検出限界
値はそれぞれ2pg／ml、10pg／ml、2pg／ml以下であっ
た。また、無刺激のHDMECをコントロールとした。
ELISAの結果はStudent－t検定により統計学的に検討
した。
　3．各種神経伝達物質およびTNF一α刺激によるケ
　　　モカインmRNAの検出
　NA、　SP、　CGRP、　TNF一αで8時間刺激した
HDMECを0．5％トリプシン＋0．2％EDTAを含む
PBSですばやく剥離させた。回収したHDMECから
（2）
2004年11月 玉城　他3名：血管内皮細胞に対する神経伝達物質とTNF一αの影響 一　619　一
キットを用いてmRNAを抽出した（QuickPrep
Micro　mRNA　Purifications　kit；Amersham，　UK）。そ
の後100　ngのmRNAを用いてRT－PCRを実施した
（Ready－TO－GO　RT－PCR　Beads；　Amersham）．　Reverse
transcriptionはoligo（dT）primerを用い42．C、30分反
応させ、95℃、5分間反応させて逆転写酵素を失活させ
た。それぞれのprimerの条件は以下の通りである。
IL－8：　sense　5’一ATGACTTCCAAGCTGGCCGTG－3’，
antisense　5’一TTATGAATTCTCAGCCCTCTTCAAA
AACTTCTC－3i，　（Maxim　Biotech，　San　Francisco，　CA），
PCR　product　300　bp．　MCP－18）：sense　5’一
CCAATTCTCAAACTGAAGCTCGCAC－3’，　antisen－
se　5’一CTTAGCTGCAGATTCTTGGGTTGTG－3’（日
本バイオサービス、埼玉）、PCR　product　373　bp、
RANTES9）：sense　5’一CCTCGCTGTCATCCTCATT
GCT－3’，　antisense　5i－TACTCCCGAACCCATTTCTT
CTC－3’（日本バイオサービス、埼玉）、　PCR　product　231
bp。熱変性、アニリング、伸長反応の条件はIL－8では
95℃、1分間、65℃、1分間、72℃、1分問で30サイク
ル、MCP－1では94℃、1分間、55℃、2分間、72℃、3
分間で30サイクル、RANTESでは95℃、1分間、65．
C、1分間、72℃、1分間で25サイクルとした。PCR
産物は2％agarose　gelを用いて電気泳動し、　ethidium
bromide（0．1mg／lnl）で染色後、紫外線下に観察、写真
撮影した。
　4．各種神経伝達物質およびTNF一α刺激による接
　　　着分子発現の測定
　NA、　SP、　CGRP、　TNF一αで24時間刺激した
HDMECをトリプシン／EDTA液で処理して回収し、
staining　buffer（3％FBSおよび0．1％NaN3を含むPBS）
で洗浄した。HDMECはトリパンブルーで染色し細胞
活性があることを確認した。HDMECをそれぞれ2．
5×10s個に統一し、　FITC標識マウス抗ヒトVCAM－l
IgG1抗体（ hemicon　Inter，　Temecula，　CA）および
Phycoerythrin（PE）標識マウス抗ヒトICAM－l　IgG、
抗体（lmmunotech，　France）を2mg加え、氷中で30
分間反応させた。sta ning　bufferで1回、　PBSで2回洗
浄後、10％ホルマリン液で10分間固定した。PBSで2
回洗浄後FACS（FACS　Calibur，　Becton，　San　Jose，　Ca）
にて測定し、cellQuest　softwareで解析した。なお陰性
対照としてFITC標識マウスlgG　l（lmmunotech，
France）とPE標識マウスIgG　l（lmmunotech，　France）
を用いた。
結 果
　1．各種神経伝達物質およびTNF一α刺激によるケ
　　　モカインの産生
　ELISAの結果をFigure　lに示した。　SP、　NA、
CGRP、　TNF一αの刺激濃度については予備的に検討
し、至適濃度を用いた。また、以後の実験にも同じ濃
度を使用した。Figure　1に示すようにNA、　SP、　CGRP
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Fig．　1　The　level　of　IL－8，　MCP－1　and　RANTES，　detected　by　ELISA，　in　the　conditioned　HDMEC　medium　24　h　after　treatment
　　　with　neurotransmitters　or　TNF－cr．　Means±SE　n＝3．　SP：substance　P　（10一‘M），　NA：　noradrenaline　（10ng／ml），
　　　CGRP：　calcitonin　gene－related　peptide　（10－6　M），　TNF－a：　tumor　necrosis　factor－ev　（500　U／ml）．
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でHDMECを24時間刺激しても、培養液晶のIL－8、
MCP－1、　RANTESはわずかにしか検出されなかった。
一方、TNF一α刺激ではIL－8、　MCP－1、　RANTESの分
泌がいずれも充進した。しかし、サンプル数が3で、誤
差も大きいため、統計学的有意差は認められなかった
（controlに対してIL－8はp＝0．10，　MCP－1はp＝O．10，
RANTESはp＝0．25であった）。なお、各種試薬添加
8、16時間後も測定したが24時間後と同じ傾向を示し
た（未発表データ）。
　2．RT－PCRによる各種神経伝達物質およびTN：F一
　　　α刺激によるケモカインmRNA発現
　Figure　2に各種神経伝達物質およびTNF一α刺激8
時間後のRT－PCRの結果を示した。　HDMECにおけ
るIL－8　mRNA発現は無刺激（control）をはじめ、全
ての処置で認められたが、TNF一α刺激により明らか
なIL－8　mRNA発現の増加が認められた。　NA刺激に
よる発現が無刺激よりも低かった理由は判然としな
い。MCP－l　mRNA発現も無刺激をはじめ、全ての処
置により認められたが（SP，　NA，　CGRP刺激による
発現はわずかであるため写真にはうまく描出されて
いない）、TNF一α刺激により明らかなMCP－l　mRNA
発現の増加が認められた。RANTES　mRNAはTNF一
α刺激においてのみわずかに検出された。
　3．各種神経伝達物質およびTN：F一α刺激による接
　　　着分子の発現
　各種神経伝達物質およびTNF一α刺激による
HDMEC上のVCAM－1とICAM－1の発現を調べた。
FACS解析の結果をFigure　3とFigure　4に示す。　SP
とTNF一α刺激によりVCAM－1が発現したが、
CGRP、　NA、無刺激ではVCAM－1の発現はほとんど
認められなかった（Figure　3）。陰性対照が99％になる
ようにスケールを固定すると（Figure　3左上Ml）、　SP
およびTNF一α刺激でのVCAM－1の発現量（Figure　3
右上および右下M2）は無刺激の際の発現量（Figure
3上中央M2）のそれぞれ約6倍および3倍であった。
一方、ICAM－1は無刺激も含めてすべての処理で発現
が認められた（Figure　4）。陰性対照を100％となるよ
うにスケールを固定し（Figure　4左上MD、無刺激で
のICAM－1の発現量（Figure　4上中央M2）と比較し
た。SP、　TNF一α刺激での発現量（Figure　4右上および
右下M2）は高値を示したが、　NA、　CGRP刺激での発
現量（Figure　4左下および下中央M2）は無刺激と同
島浮
葵。
IL－8
MCP－1
RANTES
B　’actin
Fig．2　mRNA　expressions　of　IL－8，　MCP－1　and　RANTES，　detected　by　RT－PCR，　in　HDMEC　8　h　after　treatment　with
　　　neurotransmitters　oi’　TNFev．　SP：　substance　P　（10一‘M），　NA：　noradrenaline　（10　ng／ml），　CGRP：　calcitonin　gene－
　　　related　peptide　（10’6M），　TNF－a：　tumor　necrosis　factor－ev　（500　U／ml）．
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Fig．3　Flow　cytometric　analysis　of　VCAM－1　expression　in　HDMEC　24　h　after　treatment　with　neurotransmitters　or　TNF－ev．　SP：
　　　　substance　P　（10一‘M），　NA：　noradrenaline　（10　ng／ml），　CGRP：　calcitonin　gene－related　peptide　（10”6M），　TNF－ev　：　tumor
　　　　necrosis　factor－cr　（500　U／ml）．
　富
　津
　8
　一
剣
5＝oコ：「く「
むOo　c㌻
　R
　ヨ
　o
｛
IL
IL
Jl
“　l
l　j
negative　control
t
l
t
1
1
t
e
IM1
1
1
1
’
星
キ
㌧
　11
　　、 一
1tiO i’b’i’”T’i－b2’T一一’i－b’3
　　　FL2嗣
rd　4
　8
　謹
　言
　B
．m一，
§守80
　co
　8
　望
　e
11
tl
el
tt
雄　1
重　l
l　l
；　1　Ml
塞　　Ilhf　ll
　　鴫、
　　　　N“
c
M2：65．30／o
M2
160 i’b，1’’’”i’i2””1’b3
　　　Fし2－H
lb4
　呂
　霞
　8
　吊
診
ほゆ言vVg
　R
　g
　o
1見
11
層1
Js
婁　曙
’
1
引
t
’1　Ml
l
k
　t
　l艦
嶋
sp
M2：78．80／o
M2
旭o ibi’’’”1’U2”””i　’，・3
　　　FL2－H
佃4
　8
　舘
　＄
m8
解v8
　8
　彙
　e
tl
糎1
11
rl
l　l
t　l
薩
皿
1
1
1
t
］MlI
1
ロ
、
1
1
　い
　　、　　、　L
NA
M2：65．20／o
M2
160 S’bi’T’”i’b2”ny”’1’b’3
　　　FL2－H
i－bq
　富
　R
　B
se　B
欝v8
　R
　e
　o
t
I馬
11
J　I
t　l
匿　1
曹　塵
CGRP
1　1　Ml
ゴ　」
1　tt
t　　　l
J　　　罵
　　t　　ぜ1
M2：65．30／o
L
M2
1fiO ib’i’’”＋1’b2””i’b’3
　　　FL2－H
i’b’4
　8
　R
　＄
n8
gg
v8
　R
　e
　e
1
；L
l：
lt
t　l
［　1
j　l
TNF－a　M2：99．60／o
t
r
匿
t
’
IM1
　
レ
醒
馬
げ1
　「
L
M2
16e 1－bi－T－r－1－b’2’”一一1’b’3
　　　FL2H
i’b4
Fig．4　Flow　cytometric　analysis　of　ICAM－1　expression　in　HDMEC　24　h　after　treatment　with　neurotransmitters　or　TNF－a．　SP：
　　　　substance　P（10－4　M），　NA：noradrenaline（10　ng／ml），　CGRP：calcitonin　gene－related　peptide（10－6M），　TNF一α：tumor
　　　　necrosis　factor－a　（500　U／ml）．
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程度で変化がなかった。
考 察
　本論文で我々は、TNF一αがヒト皮膚微小血管内皮
細胞に作用し、ケモカイン産生と接着分子の発現を増
加させることを確認した。陽性対照として使用した
TNF一αが皮膚局所の炎症性サイトカインの一つとし
て大きな役割を担っていることが確認された。また神
経ペプチドのひとつであるSPが、　TNF一αほどではな
いが血管内皮細胞に作用し、接着分子の発現を増加さ
せることが確認された。しかし当初実験の目的とした
NAやCGRPには、ケモカインや接着分子の発現を変
化させる作用を見出すことはできなかった。
　培養血管内皮細胞を用いた研究では、従来ヒト膀帯
静脈内皮細胞が用いられてきたが、太い脈管由来の内
皮細胞と組織由来の微小血管の内皮細胞ではサイト
カインに対する増殖の程度や、サイトカイン刺激によ
る接着分子の発現に差があることが判明した10・11）。近
年、皮膚組織より微小血管内皮細胞（HDMEC）を分
離する方法が確立され、皮膚の血管内皮細胞を介した
炎症反応をより的確に解析することが可能になっ
た12－17）。
　神経伝達物質にはNA、　adrenaline、アセチルコリン
以外に神経ペプチドがあり、皮膚の末梢神経に沿って
共存している。皮膚局所での炎症の中心的役割を担う
ものとしてサイトカインネットワークがあげられる
が、神経伝達物質も血管に作用し、皮膚の炎症に関与
していることが推察される。神経ペプチドのSPや
CGRPは、それぞれNK－1受容体とCGRPl受容体を
介してNAとは逆の作用をする。すなわちSPは血管
拡張や血管透過性の充進をもたらし、CGRPは持続的
な血管拡張作用や好中球、リンパ球の遊走促進作用を
有する1）。
　今回、血管内皮細胞から産生されるケモカインの発
現を検討したのは、ケモカインが炎症局所に種々の炎
症性細胞を集積させるためである。CXCサブファミ
リーに属するIL－8は好中球の走化性因子として働く
だけでなく、Tリンパ球や好塩基球に対しても走化活
性を有している。またCCサブファミリーのMCP－1
は単球、Tリンパ球、好塩基球の走化性を高め、
RNATESは好酸球、　Tリンパ球などの遊走を充進さ
せる。今回の実験ではELISA、　RT－PCRのいずれの結
果も、陽1生対照のTNF一αはIL－8、　MCP－1、RNATES
の発現を増加させたが、NA、　SP、　CGRPはいずれも
発現に影響を与えなかった。なおSPについては血管
内皮細胞以外の細胞への影響も報告されている。佐
藤18）は、SPの濃度依存性に好中球からのりゾチーム
の放出が増加し、線維芽細胞への接着が高まることを
報告している。またLevite19）はThO、　Th　I、Th2－typeの
T細胞株を神経ペプチドで刺激すると、SPはTh2
typeのT細胞株だけに反応し、　CGRPはいずれのT
細胞株にも反応したと報告している。
　i接着分子のVCAM－1は、血管内皮細胞以外にマク
ロファージや血管平滑筋細胞にも発現しており、カウ
ンターレセプターはVLA－4である。一方、　ICAM－1
は、血管内皮細胞のほかに血管平滑筋細胞や線維芽細
胞に発現が見られ、カウンターレセプターはLFA－1
とMac－1で、これらはすべての白血球に発現が認めら
れる。ICAM－1は血管内皮細胞に恒常的に発現してい
るが、TNF一αなどの刺激でさらに発現が誘導され
る20）。Quinlanら16）はHDMEcをsP、　neurokinin　A、
neurokinin　B、　neurotensin、　somatostatinで刺激し、　SP
のみにVCAM－1の発現が見られたと報告している。
またICAM－1の発現も検討しており17）、　mRNAレベ
ルとELISAにて発現が増加することを指摘してい
る。我々のFACS解析結果でも、SP刺激において発現
が増加することを確認した。しかしNAやCGR．Pの
刺激ではVCAM－1、　ICAM－1の発現の増加は認められ
なかった。
　神経ペプチドは末梢神経線維内にNAなどと共存
して存在しており、神経原性炎症の際にはいくつかの
神経伝達物質が同時に放出されると想定される。今回
の実験のNA、　CGRP単独投与では陽性所見が得られ
なかったが、今後は複数の神経伝達物質の同時投与
や、INF一γ、　IL－1α、　IL－10、　IL－13などのサイトカイン
との出山激烈におけるケモカインや接着分子の発現
への影響を検討し、神経伝達物質により血管内皮細胞
を通じて皮膚の炎症が惹起される可能性をさらに検
討していく予定である。
結 論
　TNF一αとSPはヒト微小血管内皮細胞に作用し、ケ
モカイン産生や接着分子の発現を増加させることに
より炎症反応を惹起することが確認された。しかし
NAやCGRP単独刺激ではケモカインや接着分子の
発現への影響は認められなかった。我々は、アトピー
性皮膚炎の皮疹部においてNAやCGRPが増加し、
炎症反応を惹起させているという知見を得ているの
（6）
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で、今後は神経伝達物質の複数の組み合わせ、さらに
は炎症性サイトカインとの組み合わせについても解
析を進め、皮膚炎発症機序への神経伝達物質の関与を
明らかにしたい。
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Effect　of　neurotransmitters　and　TN　F－ev　on　chemokine　and　adhesion　molecule
　　　　　　　expression　in　cultured　human　dermal　microvascular　endothelial　cells
Tsuyoshi　TAMAKIi），　Yukihiko　KATOi），　Ryoji　TSUBOIi）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Michiyuki　KOGA2）
i）Department　of　Dermatology，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　　　　　2）Koga　Dermatology　Clinic
Abstract
　　　　Skin　lesions　in　atopic　dermatitis　and　psoriasis　are　aggravated　by　psychological　stress　and　scratching．　The　pathogenesis
of　these　diseases　appears　to　be　correlated　with　the　function　of　human　dermal　microvascular　endothelial　cells　（HDMEC）　in
the　dermal　papilla．　lt　is　speculated　that　neurotransmitters　released　by　peripheral　nerves　in　the　dermis　cause　inflammation
through　dermal　microvascular　endothelial　cells．　The　present　study　was　conducted　to　investigate　the　role　of　neurotransmitters
and　cytokines　on　cultured　HDMEC．　We　examined　the　effect　of　tumor　necrosis　factor－a　（TNF－ev）　and　neurotransmitters，
such　as　noradrenaline　（NA），　substance　P　（SP）　and　calcitonin　gene　related　peptide　（CGRP）　on　the　expressions　of　chemokines，
such　as　interleukin　（IL）一8，　monocyte　chemotactic　protein　（MCP）一1，regulated　upon　activation，　normal　T　expressed　and　secreted
（RANTES），　and　adhesion　molecules，　such　as　vascular　cell　adhesion　molecule（VCAM）一l　and　intercellular　adhesion
molecule　（ICAM）一1　in　cultured　HDMEC．　The　results　of　ELISA　from　the　conditioned　medium　and　those　from　RT－PCR
indicated　that　only　500　U／ml　TNF一αtreatment，　but　not　SP，　NA　nor　CGRP，　increased　the　expressions　of　IL－8，　MCP－l　and
RANTES．　Flow　cytometric　analysis　indicated　that　treatment　by　10一‘M　SP　or　500　U／ml　TN　F－ev，　but　not　by　NA　or　CGRP，
increased　the　expressions　of　VCAM－l　and　ICAM－10n　the　surface　of　HDMEC。　These　results　suggest　that　only　SP　among
the　three　tested　neurotransmitters　may　have　an　effect　on　HDMEC　during　infiammatory　responses　observed　in　the　skin．
〈Key　words＞　Dermal　microvascular　endothelial　cell，　Neurotransmitter，　Noradrenaline，　Substance　P，　CGRP，　TN　F－ev
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